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5 Photochromes relaxationskinetisches Verfahren 

Beschreibung 

10 Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Bestimmung einer charakteristischen, 
kinetischen Grofie einer chemischen Reaktion zwischen einer Mehrzahl chemischer 
Spezies in einer Probe, wobei wenigstens eine Spezies wenigstens einen Fluorophor 
enthSlt, umfassend die folg^nden Schritte: Erzeugen eines Ungleichgewichtszustandes der 
chemischen Reaktion durch Beaufschlagung der Probe mit licht und zeitaufgeldste 

15 Beobachtung wenigstens eines Abschnitts der Relaxation der Konzentrationen der 
beteiligten Spezies anhand eines Fluoreszenzsignals wenigstens eines Fluorophors. 

Derartige Verfahren, z.B. sogenannte Blitzlicht- (Flash-Photolysis) Verfahren, stellen 
spezieile Formen der allgemein als relaxationsspektroskopische Verfahren mit 

20 Fluoreszenzdetektion bekannten Verfahren dar. Den klassischen relaxationskinetischen 
Verfahren, wie sie beispielsweise beschrieben sind in Eigen, M.; DeMaeyer, L.: 
„Theoretical basis of relaxation kinetics" in Investigations of rates and mechanisms of 
reactions", Teillll 3, 3, Aufl. (G. Hammes, Hsg), Techniques ofChem,, Bd. 6, S. 63-148b 
(1974), liegt die Brkeimtnis zugrunde, dass die Geschwindigkeitskonstanten kf und kr fur 

25 die Hin- bzw. Riickreaktion mid damit die Gleichgewichtslage einer chemischen (Teil-) 
Reaktion eine Funktion intensiver thermodynamischer Grofien ist, insbesondere der 
Temperatur T und / oder des Drucks P. Eine entsprechende Offenbarung in der 
Patentliteratur findet sich in DE-OS 24 08 646. Durch plotzliche Verandening einer 
intensiven thermodynamischen Grofie wird daher die Gleichgewichtslage der chemischen 

30 Reaktion schnell verschoben, ohne dass die Konzentrationen der beteiligten Spezies 
instantan folgen kdnnten. Viebnehr relaxieren die Konzentrationen der beteiligten Spezies 
zeitverzogert in den neuen Gleichgewichtszustand. Form und Geschwindigkeit der 
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Relaxationsprozesse sind abhangig von der Komplexitat der Gesamtreaktion sowie von den 
konkreten Werten der Reaktionskonstanten kf und kr der Reaktion bzw. ihren einzelnen 
Teilreaktionen. Durch geeignete spektroskopische Beobachtung des Relaxationsprozesses 
lassen sich daher Riickschltisse auf die Eanetik der untersuchten chemischen Reaktion 
5 Ziehen. Je nach speziell verwendeter Technik spricht man von P-Sprung-Verfahren, T- 
Sprang-Verfahren, Blitzlichtverfahren, etc. 

Als eine geeignete Beobachtungsmethode hat sich die zeitaufgeloste 
Fluoreszenzspektroskopie bewahrt Weist namlich wenigstens eine an der zu 
10 untersuchenden Reaktion beteiligte Spezies einen Flurophor auf (sei es, dass die Spezies 
selbst fluoreszent ist oder dass sie mit einem geeigneten Huorophor markiert ist), dessen 
Fluoreszenz in Abhangigkeit von dem Bindungszustand der Spezies variiert, kann der 
Relaxationsvorgang bei geeigneter Anregung anhand der Fluoreszenz sehr genau 
beobachtet werden. 

15 

Nachteilig bei dem bekaimten Verfahren ist, dass jeweils eine intensive thermodynamische 
Grdfie verSndert werden muss, was einerseits mit vergleichsweise grofiem technischen 
Aufwand verbunden ist und andererseits eine mogliche Belastung der chemischen Spezies 
darstellt. Msbesondere empfindliches biologisches Material kann dabei leicht geschadigt 

20 werden. Es sind zwar repetitive Verfahren bekannt, bei denen kleine Anderungen der 
relevanten intensiven thermodynamischen Grofie zum Aufbau eines rauscharmen Signals 
vielfach wiederholt werden. Die Belastung der beteiligten Spezies kann dadurch zwar 
gegeniiber einer einmaligen starken Auslenkung reduziert werden, fur besonders 
empfindliches Material, insbesondere bei Untersuchungen an lebenden Zellen etc., konnen 

25 jedoch auch diese reduzierten Belastungen bereits zu grofi sein. Zudem erfordern es die 
repetitive Verfahren in der Regel, vor jeder Auslenkung das Gleich^wicht wieder 
herzustellen. 

Aus einem voUig anderen Gebiet der Huoreszenzspektroskopie ist das Phanomen des sog. 
30 Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfers, kurz FRET genannt, bekannt. Dabei handelt es 
sich um einen strahlungslosen Energieubergang durch langreichweitige Dipol-Dipol- 
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Wechselwirkung von einem Partner eines FRET-Paares, namlich dem sog. FRET-Donor, 
anf den anderen Partner, namlich den sog. FRET-Akzeptor. Zwei Fluorophore konnen ein 
FRET-Paar bilden, wenn das Emissionsspektrum des FRET-Donors einen 
Uberlappungsbereich mit dem Anregungsspektrum des FRET-Akzeptors aufweist FRET 

5 weist eine sehr starke Abhangigkeit von der Distanz zwischen FRET-Donor und FRET- 
Akzeptor auf, namlich R'^ , wo R der Abstand zwischen den Partnem eines FRET-Paares 
ist. Zu den theoretischen Grundlagen von FRET siehe z.B, Forster, T.: 
„Naturwissenschaften", Bd. 6, S. 166-175 (1946), Stryer, L.: „Fluorescence energy transfer 
as a spectroscopic ruler** Ann* Rev. Biochem. 1978, 47. 819-846. FRET-Experimente 

10 finden aufgrund der starken Abstandsabhangigkeit zum Beispiel Anwendung bei der 
Untersuchung der Anlagerung bestimmter Stoffe an biologische Strukturen, wobei 
bestimmte Bereiche der zu untersuchenden Strukturen sowie der sich anlagernde Stoff 
jeweils eine Partnerspezies eines FRET-Paares umfassen. Wird dann der FRET-Donor mit 
einem licht geeigneter Wellenlange angeregt, kann seine Anregun^energie wenigstens 

15 teilweise strahlungslos auf den FRET-Akzeptor libergehen. Die Wahrscheinlichkeit eines 
solchen IJbergangs ist, wie oben erlautert, stark vom Abstand der wechselwirkenden 
Molekiile abhangig. Vergleich der Donorfluoreszenz vor und nach Anla^rung des den 
FRET-Akzeptor umfassenden Stoffs kann Riickschlusse auf das Ausmafi der Anlagerung 
erlauben. Es sind bildgebende FRET-Verfahren im Mikroskop sowie nicht-bildgebende 

20 Verfahren bekannt. Etwa bei der Strukturanalyse biologischer Molekiile oder bet DNA- 
Hybridisierungsexperimenten jQnden FRET-Verfahren zum Beispiel zur Nachbarschafts- 
Oder Abstandsbestimmung vielfach Anwendung. EP 0 668 498 A2 offenbart eine zur 
Messung von FRET geeignete Apparatur nnd ein entsprechendes Messverfahren. Eine 
Verwendung von FRET zur Detektion bestimmter Molekiile ist beispielsweise bekannt aus 

25 DE 39 38 598 A2, in der ein auf FRET basierender Biosensor offenbart wird, sowie aus HP 
1 271 133 Al, in der ein auf FRET basierendes Nachweisverfahren offenbart wird. 

Aus dem Gebiet der organisch- / synthetischen Chemie sind seit kurzem photochrome 
Molekiile bekannt, die als schaltbare FRET-Akzeptoren eingesetzt werden koimen. Siehe 
30 hierzu zum Beispiel: Giordano, Jovin, Irie und Jares-Erijman „Diheteroarylethenes as 
Thermally Stable Photoswitchable Acceptors in Photochromic Ruorescence Resonance 
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Energy Transfer (pcFRET)", J.AM.CHEM.SOC. 2002, 124, 7481-7489. Darin werden 
verschiedene Molekiile aus der Familie der Diheteroarylethene offenbsirt, die bei geeigneter 
lichteinwirkung eine reversible Konformationsanderung zwisclien einer offenen und einer 
geschiossenen Ringkonfiguration zeigen. Mit der Strukturanderung geht eine erhebliche 

5 Anderung des Anregungsspektrums des Molekiils einher. Bin derartiges Chromophor kann 
Anwendung finden als schaltbarer FRET-Akzeptor. 1st namlich ein geeigneter FRET- 
Donor vorhanden, dessen Emissionsspektrum in stark unterschiedlicher Weise mit den 
Anregungsspektren der imterschiedliclien Konformationen des Chromophors uberlappt, 
kann die FRET-Effizienz durch Bestrahlung mit dem konformationsandemden licht 

10 variiert werden, Bei den in der genannten Druckschrift offenbarten Molekiilen lasst sich 
durch Bestrahlung der Probe mit Licht imterschiedlicher Wellenlangen, insbesondere UV- 
Licht und sichtbares Licht, beliebig zwischen zwei photocharomen Zustanden liin- und 
herschalten. Man kann salopp von einem An- und Ausschalten von FRET sprechen, wobei 
der angeschaltete Zustand einem grofieren Uberlappungsbereich des Emissionsspektrums 

15 des FRET-Donors mit dem Anregungsspektrum des FRET-Akzeptors entspricht - somit 
einer grofieren FRET-Effizienz- und der ausgeschaltete Zustand einem kleineren 
Uberlappungsbereich -somit einer ^ringeren FRET-Effizienz. Obwohl photochrome 
Molekiile in der Regel nicht fluoreszent sind, sind auch einige photochrome Fluorophore 
bekannt. 

20 

Ausgehend von den bekannten relaxationskinetischen Verfahren ist es die Aufgabe der 
vorliegenden Erfindung, ein gattungsgemaBes Verfahren derart weiter zu bilden, dass 
relaxationskinetische Messungen bei verminderter Belastung der an der Reaktion 
beteiligten Spezies ermoglicht werden. 

25 

Diese Aufgabe wird in Verbindung mit den Merkmalen des OberbegrifEs von Anspruch 1 
dadurch gelost, dass wenigstens ein zu untersuchendes Produkt der chemischen Reaktion 
eine Verbindung zweier Spezies umfasst, die jeweils einen Partner eines aus FRET-Donor 
und FRET-Akzeptor bestehenden FRET-Paares enthalten, wobei der FRET-Akzeptor ein 
30 Photochrom ist, dessen Absorptionsspektrum durch Beaufschlagung mit Licht einer 
geeigneten Wellenlange anderbar ist, der FRET-Donor ein Fluorophor ist, dessen 
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Emissionsspektrum mit dem Absorptionsspektrum des FRET-Akzeptors einen 
Uberlappungsbereich aufweist, dessen Grofie von dem photochromen Zustand des FRET- 
Akzeptors abhangt und das zur Erzeugung des Ungleichgewichtszustandes der chemischen 
Reaktion verwendete licht eine den photochromen Zustand des FRET-Akzeptors 
5 schaltende Wellenlange aufweist. 

Dem liegt zunachst die Idee der Umkehrung des Anwendungsprinzips herkommlicher 
relaxationskinetischer Messungen zugrunde. Wie erlautert, wird bei diesen durch Anderung 
einer intensiven thermodynamischen GroBe die Gleichgewichtslage der Reaktion verandert 

10 und die Relaxation der Konzentrationen in den neuen Gleichgewichtszustand beobachtet. 
Bei der voriiegenden Erfindung werden dagegen die relativen Konzentrationen der 
beteiligten Spezies plotzlich verandert, und deren Riickkehr in den (thermodynamisch 
unveranderten) Gleichgewichtszustand beobachtet. Man beachte, dass zur Anderung der 
relativen Konzentrationen hier keine StofEzugabe, wie etwa bei Titrationsexperiementen 

15 erforderlich ist. Die Konzentrationsanderung erfolgt durch Schalten des photochromen 
FRET-Akzeptors von seinem ersten in einen zweiten photochromen Zustand. Von diesem 
Schaltvorgang ist die den FRET-Akzeptor umfassende Spezies sowohl als fireier Ligand 
wie auch in gebundenem Zustand betroffen. Bin Ungleichgewichtszustand entsteht, da, wie 
nachfolgend anhand eines Beispiels detaillierter erlautert werden soil, im gebundenen 

20 Zustand ein FRET-vermittelter Abregungskanal zur Verfiigung steht, der fiir den fireien 
liganden nicht gegeben ist. Am Ende des Schaltvorgangs liegt daher im Vergleich zu dem 
freien liganden ein zu geringer Anteil des gebundenen Zustandes mit dem FRET-Akzeptor 
in ^andertem photochromen Zustand vor. Die Riickkehr des Systems in seinen 
Gleichgewichtszustand kann auf unterschiedliche Weise durch zeitaufgeldste 

25 Fluoreszenzmessung erfolgen, da die photochromen Zustande im gebundenen Zustand 
anhand der unterschiedlichen FRET-^QBzenz von einander unterschieden werden komen. 

Obgleich in vielen Anwendungsfallen die Interaktion mehrerer an einer Reaktion 
beteiligter Spezies untersucht werden soil, sie jeweils mit einem als FRET-Donor oder 
30 FRET-Akzeptor wirkenden Fluorophors bzw. Photochroms markiert sind, umfasst die 
Erfindung auch Falle, in denen das Fluorophor bzw. Photochrom selbst als Reaktand 
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beteUigt ist. Der Begriff „freier Ligand" umfasst im Rahmen dieser Beschreibung alle 
Zustande, in denen der Abstand zwischen den FRET-Partnern zu groB ist, als dass ein 
nennenswerter FRET stattfinden k6nnte; mit „gebundener Zustand" oder „Komplex" ist im 
Gegensatz dazu jeder Zustand gemeint, in dem die FRET-Partner hinreichend naiie 
5 zueinander angeordnet sind. Insbesondere soUen diese Begriffe nicht als Einschrankung auf 
bestimmte chemische Bindungsfonnen verstanden werden. 

Zum besseren Verstandnis sei nachfolgend ein Beispiel einer besonders einfachen Reaktion 
erlautert, auf die die Erfindung jedoch keineswegs beschrankt ist und die allein der 
10 Illustration dienen soil. 

Eine erste Spezies umfasst einen FRET-Donor und wird allgemein mit D bezeichnet. Eine 
zweite Spezies umfasst erfindungsgemaB einen photochromen FRET-Akzeptor und wird 
all^mein als A bezeichnet. Durch kurzfristige Bestrahlung mit einem intensiven UV- 

15 lichtpuls wird eine Konformationsanderung des photochromen Akzeptors ausgelost, der 
photochrome Akzeptor wird „eingeschaltef*. Die Spektren von D und A sind derart auf 
einander abgestimmt, dass D mit A im „eingeschalteten'* Zustand (A+) ein effizientes 
FRET-Paar bildet, wahrend im „ausgeschalteten" Zustand (A.) nur ein minimaler FRET 
zwischen D und A moglich ist. Die interessierende chemische Reaktion umfasst die 

20 Komplexbildung der Spezies D und A zu dem Komplex DA, wobei DA+ und DA. jeweils 
den ein- bzw, ausgeschalteten Zustand des FRET-Akzeptors in gebundenem Zustand 
bezeichnen. Nachfolgend ist ein Reaktionsschema dargestellt, welches das Gesamtsystem 
bei Beaufschlagung mit einer den photochromen Zustand von A schaltenden Wellenlange 
(z,B. im UV-Bereich) illustriert* 
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kf und kr sind die Geschwindigkeitskonstanten der Hin- bzw. Riickreaktion der 
Komplexbildung. Sie seien der Einfachheit halber als fiir den ein- und den ausgeschalteten 
Zustand von A gleich angenommen, obwohl dies fiir den Grundgedanken der vorliegenden 
Erfindung nicht zwingend ist k+ sei die Geschwindigkeitskonstante fiir den photochromen 

5 Ubergang von dem ausgeschalteten Zustand des Akzeptors (A.) zum eingeschalteten 
Zustand des Akzeptors (A+), wahrend k+- die Geschwindigkeitskonstante fur den 
photochromen Ubergang vom eingeschalteten zum ausgeschalteten Zustand des Akzeptors 
darstellt. Wie im Rahmen der speziellen Beschreibung anhand von Figur 1 und 2 naher 
erlautert werden soli, unterscheiden sich die Geschwindigkeitskonstante fiir den 

10 photochromen Ausschaltvorgang des fireien Liganden A (k+-) xmd diejenige des Komplexes 
DA (kV). Grand hierfiir ist ein FRET-vermittelter Anregungskanal, der den 
Ausschaltvorgang fiir den Komplex DA effizienter ausfallen lasst als fiir den freien 
Liganden A (k V > k+.). 

15 Dadurch entsteht ein Konzentrationsverhaltnis, das mit der thermodynamischen 
Gleich^wichtsla^ nicht in EinMang steht Ausgehend von diesem erzeugten 
Ungleichgewicht kommt es zum Konzentrationsausgleich, d.h. zur Relaxation mit - im 
vorliegenden, einfachen Fall- einer Relaxationszeit t = l/(kf[D] + kr), die von den 
klassischen Relaxationsverfahren her wohlbekaimt ist. Bei komplexerer Reaktion ist ein 

20 multiexponentiales Relaxationsverhalten zu erwarten, das ebenfalls fiber bekaimte 
Gleichimgen mit den beteiligten Geschwindigkeitskonstanten in Beziehung steht. Der 
Relaxationsvorgang kann anhand der Fluoreszenz wenigstens einer der beteiligten 
Huorophore beobachtet werden, 

25 Neben dem bereits erwahnten Vorteil der sehr schonenden Auslenkung der 
Konzentrationen hat das erfindungsgemaBe Verfahren gegeniiber den herkdmmlichen 
Relaxationsverfahren den Vorzug, technisch besonders einfach realisierbar zu sein, da zur 
Einstellung des Ungleichgewichtszustandes lediglich eine steuerbare lichtquelle geeigneter 
Wellenlange zur Verfligung stehen muss. Durch die Einfachheit seines Aufbaus eignet sich 

30 das Verfahren auch zur Verwendung in tragbaren Vorrichtungen zur schnellen Vor-Ort- 
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Messung, etwa beim Aufspiiren spezieller, die Kinetik einer Reaktion beeinflussender 
chemischer Substanzen. 

Zudem ennfiglicht die schnellere Anwendbarkeit eines Strahlungsblitzes im Vergleich zu 
5 einer Temperatur- oder Druckanderung eine bessere zeidiclie Auflosung der zu messenden 
Kinetiken. 

Dariiber hinaus ist das Verfahren zur Anwendung auf sehr geringe Volumina geeignet und 
kann daher aucli z.B. zu bildgebenden Kinetik-Messungen im Mikroskop eingesetzt 
10 werden, wobei als Proben u.a. auch lebende 2^11en in Frage kommen. 

Selbstverstandlicli konnen jedoch auch Untersuchungen an Losungen o.a, vorgenommen 
werden, wobei sich durch vorgenannten Vorteile Anwendungsmog^ichkeiten im Rahmen 
von miniaturisierten Screening-Verfahren mit hohem Probendurchsatz ergeben (Mikro- 
15 (Nano-) well-assays, Mikro- (Nano-) array-assays etc.). 

Zur Beobachtung der Relaxation kann die Fluoreszenz des FRET-Donors gemessen 
werden. Altemativ ist es auch moglich, zxir Beobachtung der Relaxation die Fluoreszenz 
des FRET-Akzeptors zu messen, sofera es sich hierbei um ein fluoreszentes Photochrom 
20 handelt. Selbstverstandlich ist es ebenso moglich, iiber verschiedene Messkanale beide 
Arten von Fluoreszenz zu erfassen. 

Bei einer anderen Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens umfasst das zu 
untersuchende Produkt einen weiteren Flurophor, der einen weiteren FRET-Akzeptor zu 

25 dem FRET-Donor darstellt. Dieser zusatzliche FRET-Akzeptor kann beispielsweise an 
demselben Molekiil vorliegen, das auch den ersten, photochromen FRET-Akzeptor 
umfasst. Selbstverstandlich ist es auch moglich, dass der weitere FRET-Akzeptor von 
einem Dritten an der Reaktion beteiligten Molekiil umfasst wird. Der weitere FRET- 
Akzeptor muss nicht notwendig ein Chromophor sein. Ausgehend von dieser 

30 experimentellen Konstellation, kaim zur Beobachtung der Relaxation der FRET-Donor 
isoliert angeregt und die Fluoreszenz des weiteren FRET-Akzeptors gemessen werden, Der 
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weitere FRET-Akzeptor steht in Bezug auf die Energieiibertragung von dem FRET-Donor 
in Konkurrenz zu dem ersten, photochromen Akzeptor. Seine Fluoreszenz ist daher zum 
einen von der raumlichen Konstellation zu dem FRET-Donor imd zum anderen von dem 
photochromen Zustand des ersten FRET-Akzeptors abhangig. Somit lassen sich die 

5 erforderlichen kinetischen Informationen auch aus der Fluoreszenz des weiteren FRET- 
Akzeptors gewiimen. Ist etwa der erste, photochrome FRET-Akzeptor selbst nicht 
fluoreszent und lagert er sich bei der zu untersuchenden Reaktion, z.B. einer DNA- 
Hybridisierung, wesentlich naher an den FRET-Donor an als der weitere, fluoreszente 
FRET-Akzeptor, wird mit dem Ein- und Ausschalten des photochromen FRET-Akzeptors 

10 der Energietransfer zu dem weiteren, fluoreszenten FRET-Akzeptor imd damit dessen 
Fluoreszenz aus- bzw. eingeschaltet, Beobachtung nur der Fluoreszenz des weiteren, 
fluoreszenten FRET-Akzeptors stellt daher ein besonders sensitives Messverfahren dar, da 
hierbei nur Komplexe im ausgeschalteten Zustand detektiert werden, deren Relaxation also 
isoliert beobachtet werden kann. 

15 

Bei einer giinstigen Wahl des photochromen FRET-Akzeptors ist die Anderang seines 
photochromen Zustandes in eine erste Richtung durch Bestrahlung der Probe mit licht 
einer ersten WellenlSnge moglich, wahrend die Anderung seines photochromen Zustandes 
in eine zweite Richtung durch Bestrahlung mit Licht einer zweiten Wellenlange erfolgt. 
20 Dieses Verhalten ist besonders gunstig, da damit durch spezielle Wahl der 
Bestrahlungswellenlange die Schaltrichtung, d. h. von „Ein" nach „Aus" bzw. von „Aus" 
nach „Ein'' bestimmen iSsst SelbstverstSndlich ist es grundsStzlich auch mCglich, dass das 
photochrome Molekul mehr als zwei photochrome Zustande eiimehmen kann, die mit 
unterschiedlichen Wellenlang^n schaltbar sind. . 

25 

Besonders gunstig ist es, wie etwa bei der Familie der Diheteroarylethene, wenn die 
Anderang des photochromen Zustandes des FRET-Akzeptors in wenigstens eine Richtung 
durch Bestrahlung mit ultravioletem Licht erfolgt. Dieses Licht kann gleichzeitig zur 
Anregung des FRET-Donors verwendet werden, da die meisten Fluorophore im 
30 ultravioletten Spektralbereich anregbar sind. Die entgegengesetzte Schaltung kann, wie 
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ebenfalls bei den Diheteroarylethenen der Fall, z.B. durch Axiregung mit sichtbarem Licht 
erfolgen. 

Giinstigerweise ist der FRET-Donor zusatzlich im sichtbaren Spektralbereich anregbar. 

5 Dies enndglicht etwa die g^eichzeitige Anregung des Donors zusammen mit der 
photochromen Schaltung des FRET-Akzeptors nnabhangig von der Schaltrichtung. 
AuBerdem wird dadurch eine g^zielte Anregung des FRET-Donors ermdglich, ohne 
gleichzeitig die UV-vermittelte Schaltung des photochromen Akzeptors anzustofien. 
Letzteres ist insbesondere mdglich, wenn» wie bei einer bevorzugten Ausfohrungsform 

10 vorgesehen, die Bestrahlxmgsintensitat zur Anderung des photochromen Zustandes des 
FRET-Akzeptors wesentlich starker ist als die Bestrahlungsintensitat zur Erzeugung der zu 
beobachtenden Fluoreszenz. Eine derartige experhnentelle Konstellation ist in der Regel 
moglich, da bei gangigen Flurophoren zur Anregung von Huoreszenzen wesentlich 
geringere Bestrahlungsintensitaten erforderlich sind als fiir die Schaltung gangiger 

15 Photochrome. 

Bei einer besonders giinsti^n Weiterbildung des erfindungsgemaBen Verfahrens ist 
vorgesehen, dass zur Anderung des photochromen Zustandes des FRET-Akzeptors die 
Probe zeitlich moduliert bestrahlt wird. Darunter sind sich zeitlich andemde 
20 Bestrahlungsintensitaten zu verstehen. Die Schaltung erfolgt dann vorzugsweise gem. einer 
repetitiven „forcing function". Das detektierte Signal wird datm einer Faltung der forcing 
function mit dem eigentlichen Relaxationssignal sein. 

Ein Sonderfall der modulierten Bestrahlung ist einsetzbar, weim das Ein- und Ausschalten 
25 des photochromen FRET-Akzeptors mittels Licht zweier unterschiedlicher Wellenlangen 
erfolgt, dann namlich kann vorgesehen sein, dass zur Anderung des photochromen 
Zustandes des FRET-Akzeptors die Probe altemierend mit licht der ersten und der zweiten 
Wellenlange bestrahlt wird. Je nach speziellem Anwendungsbereich konnen so beliebige 
Schaltmuster realisiert werden. Die jeweils gunstigste Wahl eines Schaltmusters hat in 
30 Abstimmung auf die sonstigen experimentellen Gegebenheiten sowie das experimentelle 
Ziel zu erfolgen. Die spezielle Wahl des Bestrahlungsmusters ist auch abhangig von den 
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Eigenschaften des verwendeten Photochroms, welches z.B. eine unterschiedliche Stabilitat 
seiner photochromen Zustande zeigen kann, sodass auch ohne aktives Zuriickschalten eine 
auf thennischer Abregung basierende Ruckkehr in einen der photochromen Zustande 
erfolgen kann. 

5 

Zum Aufbau einer Vorrichtung zur Durchfiihrung des oben erlauterten Verfahrens ist es 
grundsatzlich nur erforderlich, eine Probenaufiaahme, wenigstens eine steuerbare 
Lichtquelle zur zeitlich und spektral gesteuerten Bestrahlung der in der Probenaufiaahme 
befindlichen Probe, wenigstens einen zur zeitaufgeldsten Messung geeigneten 

10 lichtdetektor zur Erfassung von Fluoreszenzlicht, welches von der Probe infolge der 
Bestrahlung emittiert wird, und eine Steuereinheit, welche -in der Regel 
progammtechnisch — zur Ansteuerung der wenigstens einen Lichtquelle und des wenigstens 
einen Lichtdetektors gemaB dem erfindungsgemaUen Verfahren eingerichtet ist, 
vorzusehen. Zur automatisierten Auswertung kann vorzugsweise weiter eine entsprechend 

15 programmierte Auswerteeinheit vorgesehen sein. Durch die Vereinfachungen, die sich aus 
dem erfindimgsg^maBen Verfahren ggii. herkommlichen Relaxationsverfahren ergeben, 
konnen bei einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform z.B. zimi mobilen Binsatz alle 
Vorrichtungskomponenten in einem tragbare Geh^use integriert sein. 

20 Weitere Einzelheiten der Erfindxmg ergeben sich aus der nachstehenden, ausfiihrlichen 
Beschreibung und den beigefiigten Zeichnungen, in denen das erfindungsgemaBe Prinzip 
beispielhaft veranschaulicht ist. 

In den Zeichnungen zeigen: 

25 

Figur 1: ein Schaltschema eines photochromen FRET-Akzeptors als freier Ligand. 



Figur 2: 

30 



ein Schaltschema eines photochromen FRET-Akzeptors im ^bundenen 
Zustand mit einem FRET-Donor. 



wo 2005/017527 



12 



PCT/EP2004/008729 



FigurS: drei simulierte Konzentrationskurven als Ergebnis des 

erfindungsgemaBen Verfahrens. 

Figur 4: eine schematische Darstellung einer Komplexbildungsreaktion mit zwei 

5 FRET-Akzeptoren. 

Figur 1 zeigt das Schaltschema eines photochromen FRET-Akzeptors A als freier Ligand 
im weiter oben erlauterten, weit gefassten Sinn. So sind beispielsweise auch grofie 
biologische Molekiile untifasst, die mit dem photochromen Akzeptor A markiert sind und 
10 die sich im Rahmen der zu untersuchenden Reaktion zum Beispiel an andere biologische 
Strukturen anlagern. A. bezeichnet den FRET-Akzeptor im ausgeschalteten Grundzustand. 
A-* reprasentiert den photochromen FRET-Akzeptor im ausgeschalteten, energetisch 
angeregten Zustand. A+ bezeichnet den FRET-Akzeptor im eingeschalteten Gnmdzustand 
A+* bezeichnet den FRET-Akzeptor im eingeschalteten, photonisch angeregten Zustand. 

15 

Bei Bestrahlung der Probe mit licht, welches in der Lage ist, einen Ubergang des FRET- 
Akzeptors vom ausgeschalteten zimi eingeschalteten Zustand auszuldsen, z. B. licht im 
ultravioletten Spektralbereich, gehen Anteile der Spezies A vom Zustand A. in den Zustand 
A-* liber. Dies erfolgt mit der Geschwindigkeitskonstante kex^'. Von dem angeregten 
20 Zustand A.* erfolgt eine teilweise Riickkehr in den Grundzustand mit der 
Geschwindigkeitskonstante kd"^". Ein anderer Teil geht mit der Geschwindigkeitskonstante 
k^ uber in den emgeschalteten Zustand A+. 

Auch im Zustand A+ befindliche Molekiile sind durch das eingestrahlte Licht energetisch 
25 anregbar. Es erfolgt daher parallel eine Anregung in den Zustand A^*, uind zwar mit der 
Geschwindigkeitskonstante kex^'^. Ahnlich wie im zuvor geschilderten Fall kehrt ein Teil 
der Molekiile im Zustand A+* mit der Geschwindigkeitskonstante ka^* zuruck zum 
Grundzustand A+, wahrend andere Teile die absorbierte Anregungsenergie zum Ubergang 
in den ausgeschalteten Zustand A. nutzen. Insgesamt lasst sich das Schaltschema als 
30 einfache Reaktion mit monoexponentieller Kinetik und den Geschwindig^eitskonstanten 
k^^ und k+.^ fiir den Einschalt- und den Ausschaltvorgang darstellen. 
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Figur 2 zeigt das gleiche Schaltschema wie Figur 1, jedoch fur den Fall, dass der 
photochrome FRET-Akzeptor in mit dem FRET-Donor gebundener Form vorliegt. Der 
Begriff „gebunden" im oben erlauterten Sinn ist hier weit zu verstehen. Beispielsweise 
konnen Reaktionspartner einer DNA-Hypretisierung mit den entsprechenden Hurophoren 

5 markiert sein. Der „gebmidene" Zustand wird allgemein als Komplex DA bezeichnet Der 
innere Kreis des Schaltschemas entspricht dem in Figur 1. Allerdings ergeben sich hier 
zusatzlich Kanale. Zum einen erfolgt durch die Bestrahlung eine Anregung des FRET- 
Donors, so dass sich ein Zustand D*A. ergibt. Dieser entsteht mit der 
Geschwindigkeitskonstante kex^. Ein grofier Teil der so angeregten Molekttle kehrt zuriick 

10 in den Grundzustand DA. und zwar mit der Geschwindigkeitskonstante kd^. Diese umfasst 
u.a. die Fluoreszenzemission. Bei einem anderen Teil der Molekiile im Zustand D*A- 
kommt es durch FRET zu einem Ubergang in den Zustand DA.*. Da sich der FRET- 
Akzeptor jedoch im ausgeschalteten Zustand befindet (A.) ist die EfGzienz dieses 
Ubergangs sehr gering. 

15 

Ahnlich dem zuvor geschilderten Anregungsweg werden auch Molekiile im Zustand DAf 
durch die Bestrahlung mit der . Geschwindigkeitskonstante kex^ in den energetisch 
angeregten Zustand D*A+ versetzt. Auch hier ergibt sich eine teilweise Riickkehr in den 
Grundzustand DA+ mit der Geschwindigkeitskonstante kd^. Ein anderer Teil der Molekiile 
20 im Zustand D*A+ erfahrt einen Energieiibergang iiber FRET in den Zustand DA+*. Da sich 
hier aufgrund des eingeschalteten Zustands des FRET-Akzeptors (A+) eine hohe FRET- 
EfBzienz ergibt, kommt es zu eine Asynunetrie des gesamten Systems, die zu einer 
Unterbesetzung des Zustandes DAi- des gebundenen FRET-Paares im Vergleich zu der 
Besetzung des Zustandes A+ des freien FRET-Akzeptors fiihrt. 

25 

Diese Asymmetrie fiihrt zu der oben in Verbindung mit Reaktionsgleichung (1) erwahnten 
Ungleichheit der Geschwindigkeitskonstanten k+. und kV, d.h, zu den unterschiedlichen 
Auswirkungen der Bestrahlung auf der linken und der rechten Seite der Gleichung der 
Beispielreaktion. Es ist offensichtlich, dass hierdurch ein Konzentrationsungleichgewicht 
30 bei thermodynamisch unveranderter Gleichgewichtslage der Reaktion entsteht. 
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Figur 3 zeigt drei simulierte Konzentrationskurven als Ergebnis des erfindungsgemaBen 
Verfahrens. Dabei zeigt Figur 3a die Gesamtkonzentration des gebundenen FRET-Paares 
in willkiirlichen Einheiten. Der steile Anstieg 10 im linken Bereich des Diagramms 
reprSsentiert das Verhalten wShrend eines UV-Strahlungspulses. Der reclits darauf 
5 folgende Bereich 12, der in Figur 3b vergroBert dargestellt ist, zeigt die Relaxation in den 
Gleichgewichtszustand. Durch die oben erlauterte Asymmetrie ist der Zustand DA+ 
unterbesetzt. Es erfolgt dalier eine Relaxation zugimsten dieses Zustandes. 

Figur 3c zeigt dagegen die Konzentration des Donors nnd des FRET-Paares im 
10 ausgeschalteten Zustand. Sie ist der zuvor erlauterten Kurve genau entgegengesetzt. 

Man beachte, dass die gezeigten Kurven Konzentrationskurven sind, die nicht mit dem 
tatsachlich detektierten Fluoreszenzsignal ubereinstimmen, das u.a. von den Eigenschaften 
des hierfiir verwendeten Anregungslichtes abhangt. 

15 

Bei einem typischen Experiment wird beispielsweise i|n Anschluss an die zur Schaltung 
des Photochroms geeigneten Bestratilung eine wesentlich intensitatsschwachere 
Anregungsbestrahlung der Probe durchgefiihrt. Die Wellenlange dieser 
Detektionsbestrahlimg ist in der Regel so gewalilt, dass der FRET-Donor energetisch 
20 angeregt wird, ohne dass jedoch eine nennenswerte Schaltung des photochromen FRET- 
Akzeptors damit einhergeht. 

Fiir die Wahl der detektierten Fluoreszenzwellenlange gibt es verschiedene Moglichkeiten. 
So kann beispielweise die Fluoreszenz. des FRET-Donors selbst gemessen werden. Diese 

25 wird mit zunehmender Konzentration von gebundenen FRET-Paaren im eingeschalteten 
Zustand abnehmen, da die FRET-Effizienz insgesamt ansteigt und somit der 
Donorfluoreszenz ein wachsender Konkurrenzkanal entsteht. Andererseits kann auch die 
Fluoreszenz des FRET-Akzeptors gemessen werden, sofern es sich dabei um ein 
fluoreszentes Photochrom handelt. Diese verhalt sich genau umgekehrt zu der 

30 Donorfluoreszenz. Weiter ist es auch moglich, die Fluoreszenz eines dritten Huorophors zu 
messen, der ebenfalls in dem Reaktionsprodukt vorliegt, welches das gebundene FRET- 
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Paar enthalt, und der als ein weiterer, nicht photochromer, jedoch fluoreszenter FRET- 
Akzeptor zu dem speziell gewahlten FRET-Donor wirkt. Dieser zusatzliche FRET- 
Akzeptor stellt eincB Abregungskanal dar, der zu der Donorfluoreszenz und der 
Fluoreszeuz des ersten FRET-Akzeptors in Konkurrenz steht. Ein Schema einer 

5 entsprechenden^ beispielhaften Komplexbildungsreaktion, z.B. einer DNA-Hybridisierung 
mit zwei FRET-Akzeptoren ist in Figur 4 dargestellt. , J3" bezeichnet hierbei den FRET- 
Donor, „pc" den ersten photochromen FRET-Akzeptor und den weiteren, nicht 
photochromen, fiuoreszenten FRET-Akzeptor. Im gebundenen Zustand sind D und pc dicht 
beieinander angeordnet. A ist in groBerer Entfernung zu D angeordnet In eingeschaltetem 

10 Zustand von pc ergibt sich daher eine hohe FRET-Effizienz zwischen D und pc, welche 
diejenige zwischen D und A deutlich iibertrifft, d.h. es kann praktisch keine Energie von D 
auf A ubertragen werden. Bei spezifischer Anregung von D kann daher keine Fluoreszenz 
von A beobachtet werden. Wird pc da^gen durch einen geeigneten lichtpuls 
ausgesclialtet, liberwiegt FRET zwischen D und A, sodass bei isolierter Beobachtung der 

15 Fluoreszenz von A selektiv der Kompiex im ausgeschalteten Zustand von pc beobachtet 
werden kann, was zu einer sehr sensitiven Messung von dessen Relaxation fiihrt. 

Natiirlich stellen die hier beschriebenen und in den Zeichnungen dargestellten Beispiele 
lediglich besonders vorteilhafte Ausfiihrungsformen des erfindungsgemaBen Verfahrens 

20 dar, die im Rahmen der offenbarten Lehre auf vielfache Weise variierbar sind. 
Insbesondere die spezielle Wahl der verwendeten Spezies, der Wellenlangen und 
Intensitaten des zur Schaltung des Photochroms und / oder zur Anregung des FRET- 
Donors verwendeten lichtes kdnnen in weitem Umfang abgewandelt werden. Z.B. erlaubt 
das erfindungsgemaBe Verfahren, da im Wesentlichen nur reversible Prozesse beteiligt 

25 sind, repetitive Verfahrensvarianten zur Verbesserung des Signal/Rausch-Verhatnisses. 
Auch raumlich maandrierende Anregungen durch Bewegung der Probe (z.B. im 
Mikroskop) und / oder des am-eg^nden Lichtstralils sind je nach dem konkreten 
experimentellen Ziel einsetzbar. 

30 
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Patentanspriiche 



5 1. Verfahren zur Bestimmung einer charakteristischen, kinetischen Grofie einer 
chemischen Reaktion zwischen einer Mehrzahl chemischer Spezies in einer Probe, 
wobei wenigstens eine Spezies wenigstens einen Fluorophor enthSlt, umfassend die 
folgenden Schritte: 

- Erzeu^n eines UngleichgewichtS2nistandes der chemischen Reaktion dnrch 
10 Beaufschlagung der Probe mit licht, 

- zeitaufgeldste Beobachtung wenigstens eines Abschnitts der Relaxation der 
Konzentrationen der beteiligten Spezies anhand eines Fluoreszenzsignals 
wenigstens eines Fluorophors, 

dadurch gekennzeichnet, 
15 dass wenigstens ein zu untersuchendes Produkt der chemischen Reaktion eine 

Verbindung zweier Spezies umfasst, die jeweils einen Partner eines aus FRET-Donor 
und FRET-Akzeptor bestehenden FRET-Paares enthalten, wobei 

- der FRET-Akzeptor ein Photochrom ist, dessen Absorptionsspektrum dnrch 
Beaufschlagung mit licht einer geeigneten Wellenlange anderbar ist, 

20 - der FRET-Donor ein Fluorophor ist, dessen Emissionsspektmm mit dem 

Absorptionsspektrum des FRET-Akzeptors einen Uberlappungsbereich aufweist, 
dessen Grofie von dem photochromen Zustand des FRET-Akzeptors abhangt, nnd 

- das zur Erzeugung des Ungleichgewichtszustandes der chemischen Reaktion 
verwendete Licht eine den photochromen Zustand des FRET-Akzeptors schaltende 

25 Wellenlange aufweist. 

2. Verfahren nach Anspmch 1, dadurch gekennzeichnet, dass zur Beobachtung der 
Relaxation die Ruoreszenz des FRET-Donors gemessen wird. 

30 3. Verfahren nach einem der vorangehendeh Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass 
der photochrome FRET-Akzeptor ein Fluorophor ist und zur Beobachtung der 
Relaxation die Ruoreszenz des photochromen FRET-Akzeptors gemessen wird. 

4. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass 
35 das zu untersuchende Produkt einen weiteren Fluorophor umfasst, der einen weiteren 

FRET-Akzeptor zu dem FRET-Donor darstellt 
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5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass der weitere FRET- 
Akzeptor kein Chromophor ist, 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, dass zur 
Beobachtung der Relaxation die Fluoreszenz des weiteren FRET-Akzeptors gemessen 
wird. 

7. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Anderung des photochromen Zustandes des FRET-Akzeptors in eine erste 
Richtung durch Bestrahlung der Probe mit licht einer ersten Wellenlang^ erfolgt und 
die Anderung des photochromen Zustandes des FRET-Akzeptors in eine zweite 
Richtung durch Bestrahlung mit Licht einer zweiten Wellenlange erfolgt. 

8. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche,. dadurch gekennzeichnet, dass 
die Anderung des photochromen Zustandes des FRET-Akzeptors in wenigstens eine 
Richtung durch Bestrahlung mit ultraviolettem Licht erfolgt. 

9. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Anderung des photochromen Zustandes des FRET-Akzeptors in wenigstens eine 
Richtung durch Bestrahlung mit sichtbarem licht erfolgt. 

10. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Anregung des FRET-Donors zur Erzeugung der zu beobachtenden Fluoreszenz mit 
sichtbarem Licht erfolgt. 

11. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Bestrahlungsintensitat zur Anderang des photochromen Zustandes des FRET- 
Akzeptors wesentlich starker ist als die Bestrahlungsintensitat zur Erzeugung der zu 
beobachtenden Fluoreszenz. 

12. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass 
zur Anderang des photochromen Zustandes des FRET-Akzeptors die Probe zeitlich 
moduliert bestrahlt wird. 

13. Verfahren nach den Anspriichen 7 und 12, dadurch gekennzeichnet, dass zur 
Anderung des photochromen Zustandes des FRET-Akzeptors die Probe alternierend 
mit licht der ersten und der zweiten Wellenlange bestrahlt wird. 
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14. Vorrichtung zur Bestimmung einer charakteristischen, kinetischen GroBe einer 
chemischen Reaktion zwischen einer Mehrzahl chemischer Spezies in einer Probe, 
wobei wenigstens eine Spezies wenigstens einen Fluorophor enthalt, umfassend eine 
Probenaufnahme, wenigstens eine steuerbare lichtquelle zur zeitlich und spektral 

5 gesteuerten Bestrahlung der in der Probenaufiiahme befindlichen Probe, wenigstens 

einen zur zeitaufgelosten Messung geeigneten Lichtdetektor zur Erfassung von 
Fluoreszenzlicht, welches von der Probe infolge der Bestrahlung emittiert wird, und 
eine Steuereinheit, welche zur Ansteuerung der wenigstens einen lichtquelle und des 
wenigstens einen Lichtdetektors gemaB einem Verf ahren nach einem der vorgenannten 

10 Anspriiche ^eignet eingerichtet ist. 

15. Vorrichtung nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass weiter eine 
Auswerteeinheit zur automatisierten Auswertung der erfassten Fluoreszenzlicht-Daten 
zur Berechnung der charakteristischen, kinetischen GroBe vorgesehen ist, 

15 

16. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 14 oder 15, dadurch gekennzeichnet, dass 
alle Vorrichtungskomponenten in einem tragbaren Gehause integriert sind. 



wo 2005/017527 PCT/EP2004/008729 



1/2 





wo 2005/017527 PCT/EP2004/008729 

2/2 



0.25- 
0.2- 

0.15- 
0.1- 

0.05H 



Fig. 3 



a) 



0.29 
0.285 

0.28 
0.275 

0.27 
0.265 



i 



b) 



0.95 
0.9 

0.85 



c) 



PC 
Q 



D pc 



Fig. 4 



O 

A 



o 

A 



IN^I 



RNATIONAL SEARCH REPORT 



Intei^^nal Application No 

PCT/EP2004/008729 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER , 

IPC 7 G01N33/542 G01N33/58 



According to International Patent Classlflcatlon (IPC) or to both national classiRcaHon and IPC 



B. HELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classiflcation system followed tvy classification symbols) 

IPC 7 GOIN 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included In the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 

EPO-Internal , INSPEC, WPI Data 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category ** Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant 



Relevant to claim No. 



LUCIANA GIORDANO ET AL: 

"Diheteroarylethenes as thermally stable 

photoswitchable acceptors In photochromlc 

fluorescence resonance energy transfer 

(pcFRET)" 

J.AM.CHEM. SCO., 

vol. 124, no. 25, 

26 June 2002 (2002-06-26), pages 

7481-7489, XP0Q2299197 

dted In the application 

page 7487, column 2, line 9 - page 7488, 

column Z, line 5; figure 3 

EP 0 668 498 A (HAMAMATSU PHOTONICS KK) 
23 August 1995 (1995-08-23) 
cited in the application 
figures 3-5 



1-16 



14-16 



-/- 



m 



Further documents are listed in the continuation of box 0. 



P^ent family members are listed In annex. 



> 

a 
o 

o 



* Special categories of cited documents : 

'A' document defining the general state of the art which Is not 
considered to be of particular relevance 

'E* earner document but published on or after the International 
filing date 

'L' document which may throw doubts on priority clalm(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified} 

'O' document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

'P' document published prior to the International tiling date but 
later than the priority date claimed 



T* later document published after the international filing date 
or priority date and not In conflict with the application but 
cUed to understand the principle or theory undert/ing the 
Invention 

'X* document of particular relevance; the claimed Invention 
cannot be considered novel or ceutnot be considered to 
involve an bfiventhre step when the document is taken alone 

'Y" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered to Involve an inventh/e step when the 
document is combined with one or mors other such docu- 
ments, such combination being obvious to a persons' 
In the art 

document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the International search 



19 October 2004 



Date of mailing of the intematbnal search report 



04/11/2004 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office. P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280HVR{|8wiiic 
Tel. (431-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Authorized officer 



Consalvo, D 



Form PCryiSA/SIO (second sheot) (January 2004) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Interi^^nal Application No 

PCT/EP2004/008729 



CCContlnuatlon) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * CnaVon of document. wHh indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to daim fMo. 



A 



KIRSCH A K ET AL: "Fluorescence resonance 
energy transfer detected by scanning 
near-field optical microscopy" 
JOURNAL OF MICROSCOPY BLACKWELL SCIENCE 
FOR R. MICROSC. SOC UK, 

vol. 194, 1999, pages 448-454, XP002299195 
ISSN: 0022-2720 
page 448 - page 453 

CREEMERS T M H ET AL: "Red-shifted 
mutants of green fluorescent protein: 
reversible photoconversions studied by 
hole-burning and high-resolution 
spectroscopy" 

CHEMICAL PHYSICS ELSEVIER NETHERLANDS, 
vol. 275, no. 1-3, 2002, pages 109-121, 
XP002299196 
ISSN: 0301-0104 
paragraphs '001.!, '003.! 



1-16 



1-16 



Form PCr/ISA/SIO (conllnuatlan of second Gheet) (January 2004) 



IN^RNATIONAL SEARCH REPORT 

^Bfformatlon on patent family members 



imer^^nalAppneadon No 

PCVEP2004/008729 



Patent document 
dted In search report 



Publication 
date 



Patent (amRy 
member(8) 



Publication 



EP 0668498 



23-08-1995 



JP 
JP 
DE 
DE 
EP 
US 
US 



3448090 B2 
7229835 A 
69531515 Dl 
69531515 T2 
0668498 A2 
5911952 A 
5776782 A 



16- 09-2003 
29-08-1995 
25-09-2003 

17- 06-2004 
23-08-1995 
15-06-1999 
07-07-1998 



Q. 
O 

O 

o 



Fotm PCT/ISA/210 (patent famiV annex) (January 2004) 



INTERNATIONA 



RECHERCHENBERICHT 



Inten^^nales Aktenzelchen 

PC17EP2004/008729 



A. KLASSIFIZIERUNQ DES ANMELDUNQSGEGENSTANDES 

PK 7 601N337542 G01N33/58 



Nach der Intemattonalen PatentklassHikatlon (IPK) odernach dernattonalen Kiassifikatlon und der IPK 



B. RECHERCHiERTEGEBIETE 



Recheichierter MhdestprQfstoff (Ktassifitcetionssystem und Klaseifikatlonssymbole ) 

PK 7 GOIN 



Recherchlerteaber nicht zum MlndestprQfsloff gehbrande Verdffentlichungen, soweit diese unter die recheichi^en Gebiete fallen 



wahrend der Intematlonalen Recherche konsultlerte eleklroniBche Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

P0-Interna1, INSPEC, WPI Data 



C. ALS WESENTLiCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorte* Bezelchnung der VeroHentlichung. soweit erfoiderlich unter Angabe der in BetracM kommenden Telle 



Betr. Anspruch Mr 



LUCIANA GIORDANO ET AL: 
"Diheteroarylethenes as thermally stable 
photoswitchable acceptors In photochromic 
fluorescence resonance energy transfer 
(pcFRET)" 
J.AM.CHEM. see, 
Bd. 124, Nr. 25, 

26. Oun1 2002 (2002-06-26), Selten 

7481-7489, XP002299197 

in der Anmeldung erwahnt 

Selte 7487, Spalte 2, Ze11e 9 - Seite 

7488, Spalte 2. Zeile 5; Abblldung 3 

EP 0 668 498 A (HAMAHATSU PHOTONICS KK) 
23. August 1995 (1995-08-23) 
in der Anmeldung erwShnt 
Abbildungen 3-5 



1-16 



14-16 



WeHere Verfiffentllchungen slnd der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



ID 



Slehe Anhang PatentfamlHe 



* Besondere Kategorlen von angegebenen VeroffenlHchungen : 
*A' VerOffentlichung, die den allgeineinen Stand derTechnlkdeflnlert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen 1st 

'E' aiteree DokumenI, das [edoch eist am oder nach dem Intemationalen 
AnmeMedatum verOffentncht worden 1st 

■L' VerOTentDchung, die geelgnet Isl, einen Priorltatsanspruch zwelfelhalt er- 
schelnen zu lessen, oderdurch die das Verdffentlichungsdatum einer 
anderen Im Recheichenberlchl genarmten VerSffentlichung belegt werden 
soil Oder die aue elnem andsren besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefOhrt) 

'O* Veroffentlichung, dte stch auf etne mOndllche Offenbarung, 

eine Benutzung, elne Ausstellung oder andere Ma(3nahmen bezleht 

"P* Veroffentltchung, die vor dem Internatlonaien Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prlorltatsdatum verdffentllcht worden tet 



■T* Spatere Veroffenlllchung, die nach dam intemationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioriiatsdatum veroffentllcht worden ist und nrnt der 
Anmeldung nicht kolQdiert, sondem nur zum Verstdndnis des der 
Erfindung zugrundellegenden Prinzips oder der ihr zugrundeiiegenden 
Theorle angegeben ist 

•X* VerOffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentltchung nicht als neu oder auf 
erfinderischerTm^keit beruhend betrachtet wenjen 

"Y" VerOffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erflnderischer T&tigkelt beruhend betrachtet 
werden. wenn cfle VerOffentlichung mlt elneroder mehreren anderen 
Vei^ffentlichungen dieser Kategorie in Verblndung gebracht wlrd und 
diese Verblndung fOr einen Facnmann nahellegend 1st 

'&* VerOffentlichung. die iMitglied derselben Patentramllle Ist 



Datum des Abschhjsses der Intemationalen Recherche 



19. Oktober 2004 



AbsendedatumdesMemallonalen Rechercttenbertdits 



04/11/2004 



Name und Postanschrtfl der Intemattonalen RecherchenbehQrde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
ML- 2280 HV Rqswijk 
TeL (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl, 

Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollm§ditigter Bediensteter 

Consalvo, D 



Fbm^latt PCT/ISAffilO (BlaH 2) (Januar 2004} 



INTERNATIONA^R RECHERCHENBERICHT 


Inten^pnales AktenKichen 

PCmP2004/008729 


C.(Fortsetzung) ALS WE8ENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 


Kategorte* 


Bezeichnung der VerSnentliclumg, soweR eifoidsrllch unter Angabe der in BetrachI kommenden Telle 1 


3etr. Anspruch Nr. 


A 


KIRSCH A K ET AL: "Fluorescence resonance 
energy transfer detected by scanning 
near-field optical microscopy" 
JOURNAL OF MICROSCOPY BLACKWELL SCIENCE 
FOR R. MICROSC. SOC UK, 

Bd. 194, 1999, Seiten 448-454, XP002299195 

ISSN: 0022-2720 
Seite 448 - Seite 453 




1 1 c 


A 


CREEMERS T M H ET AL: "Red-shifted 
mutants of green fluorescent protein: 
reversible photoconversions studied by 
hole-burning and high-resolution 
spectroscopy" 

CHEMICAL PHYSICS ELSEVIER NETHERLANDS, 
Bd. 275, Nr. 1-3, 2002, Seiten 109-121, 
XP002299196 
ISSN: 0301-0104 
Absatze *001.!, '003.! 




1-16 



Foimbhtt PCT/ISM!210 (Fbrtsetzuno von Blatt 2) (Januar 2004) 



INTERNATIONALES RECHERCHENBERICHT 



hunPP, 



Angaben zu VerOftentllchunPV, die zur semen PatenttEunBle Qeh5ran 



Im Recherchenbericht 
angsfQhrtes Patentdokument 



Datum der 
verottenaichung 



lnten||^ales Aktenzelchen 

PCT7EP2004/008729 



Mitglied(er) der 
Patentfamllle 



Datum der 
VerOffentllchung 



EP 0668498 



23-08-1995 



JP 
JP 
DE 
DE 
EP 
US 
US 



3448090 B2 

7229835 A 
69531515 01 
69531515 T2 

0668498 A2 

5911952 

5776782 



A 
A 



16- 09-2003 
29-08-1995 
25-09-2003 

17- 06-2004 
23-08-1995 
15-06-1999 
07-07-1998 



i 

K 

m 
a 

o 



Fbnnbldtt PCT/ISA/210 (Anhang PaienSamiDe) (Januar2004) 



